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AQP2 (Aquaporin; アクアポリン) 
BSA (bovine serum albumin; ウシ血清アルブミン) 
DAB (3,3'-diaminobenzidine; 四塩酸 3,3'-ジアミノベンジジン) 
FITC (fluoresceinyl isothiocyanate; フルオレセインイソチオシアナート) 
FN1 (Fibronectin1; フィブロネクチン) 
GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; グリセルアルデヒド 3 リン酸脱水素
酵素) 
HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinnethanesulfonic acid; 4-(2-ヒドロキシエチル)-1-ピ
ペラジンエタンスルホン酸) 
KIM1 (Kidney injury molecule1; 腎臓傷害分子) 
L-NAME (Nω-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride; NG-ニトロアルギニンメチルエ
ステル)  
LCN2 (Lipocalin2; リポカリン 2) 
LVSEM （low-voltage scanning electron microscope; 低真空走査型電子顕微鏡） 
OPN (Osteopontin; オステオポンチン) 
PDGFR (platelet-derived growth factor; 血小板由来増殖因子受容体) 
PE (Polyethylene; ポリエチレン) 
PMT (pericyte-myofibroblast transition; ペリサイト－筋線維芽細胞転換) 
SD (Sprague-Dawley; スプラーグドーリー) 
TAGLN (Transgelin; トランスゲリン) 
Umod (Uromodulin; ウロモジュリン) 
VIM (Vimentin; ビメンチン) 
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委員会動物実験専門委員会の承認を得ている(登録番号: 2017 医動-318、2018 薬動-







 ・IV－2－(1). 血圧の測定、下大静脈圧の測定、糸球体濾過量の測定 
8 
 
 ラットをケタミン(20 mg/kg、筋肉内投与)とイナクチン(50 mg/kg、腹腔内投与)に
より麻酔し、37℃に設定をした手術台の上に配置した。呼吸を保持するために PE 
(Polyethylene; ポリエチレン) 240 を気管内挿管し、補液は左頸静脈より行った。動
脈圧を測定するために PE 50 を左大腿動脈に挿入した。下大静脈圧を左右腎静脈分岐
部でそれぞれ測定するために、左右大腿静脈より PE 50 を挿入し一方を左腎静脈分岐
部付近に、他方を右腎静脈分岐部付近に留置した(図 1A-F)。また、分腎尿を回収する
ために、左右の尿管それぞれに PE 50 を挿入した。動脈圧と中心静脈圧はパワーラブ
システム(AD インストルメンツ社, シドニー, オーストラリア)を用いて測定した。糸
球体濾過量の測定は以下に示すように、既報と同様に蛍光イヌリンを用いて行った 18)。
2.0% BSA (bovine serum albumin; 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン ) と 2.0 mg/mL FITC 
(fluoresceinyl isothiocyanate; フルオレセインイソチオシアナート)で標識された蛍光
イヌリンを生理食塩水に混和し、1.0 mL/100 g 体重/時の流速で左頸静脈より投与し
た。血圧・尿量などが安定するまで 1 時間静置したのちに、動脈圧、中心静脈圧を 1
時間測定し、ベースライン値とした。その後、3-0 絹製縫合糸で右腎静脈分岐部に留
置したカテーテルを含有するように中心静脈を結紮し、2 時間計測を続けた。採血は、
各実験の前後に左大腿動脈カテーテルより 500 µL ずつ行い、尿は 30 分ごとに回収
し 、 尿 量 を 測 定 し た 。 緩 衝 剤 と し て 10mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinnethanesulfonic acid; 4-(2-ヒドロキシエチル)-1-ピペラジンエタンスルホン





 ・IV－2－(2). 腎皮質血流量・腎髄質血流量・腎間質圧の測定 
 麻酔と気道確保については前項と同様である。PE 50 を左大腿動脈に留置し、血圧
を測定した。2.0% BSA を生理食塩水に混和し、1.0 mL/100 g 体重/時 の流速で左頸
静脈より投与した。また、ルート確保を目的として 0.5 mL/h の流速で右大腿静脈よ





ガフロー, オメガフロー株式会社, 東京, 日本) (図 1G-J)を用いて皮質と髄質のそれ
ぞれの局所血流を測定した。血圧・尿量などが安定するまで 1 時間静置したのちに、
血流を 1 時間測定し、ベースライン値とした。その後、左右腎静脈間で中心静脈を血
管クリップ(ファインサイエンスツール社 18055-05, ノースヴァンクーバー, カナ
ダ)を用いてクランプし、1 時間血流の測定を続けた。さらに、クランプを外して 30
分間測定を続けた。その後、ポジティブコントロールとして、一酸化窒素合成酵素阻
害剤である L-NAME (Nω-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride; NG-ニトロ










 低酸素の影響を確認するため、HypoxyprobeTM-1 キット(HP1-100, ヒドロキシプ
ローブ社, バーリントン,マサチューセッツ州)を用い、キットに付属するプロトコー
ルに従った。麻酔下、左右腎静脈間中心静脈結紮術を施行し、その直後にピモニダゾ
ール塩酸塩(HypoxyprobeTM-1, 60 mg/kg 体重)を腹腔内投与した。2 時間後に両側腎
臓を摘出し、皮膜を除去したのちに 3 mm 幅に横断し、10%中性化ホルムアルデヒド
(和光純薬株式会社, 大阪, 日本)を用いて固定した。 
 
・IV－3. 左右腎静脈間中心静脈結紮術後の亜急性期の生化学的・分子生物学的解析 











 術後 3 日目に、麻酔下に亜急性期の中心静脈圧を測定し、血漿と分腎尿を回収した。
麻酔・呼吸については IV－2－(1).と同様である。PE 50 カテーテルを左大腿静脈に
挿入し中心静脈圧を測定し、左頸静脈に挿入し補液を行い、左右それぞれの尿管に挿





 分子生物学的解析には別に用意した検体を用いて行った。術後 3 日目に両側の腎臓
を摘出し、皮膜を除去した。組織評価用に 3 mm 幅に横断し、10%中性化ホルムアル
デヒドを用いて固定した。残った検体については皮質と髄質に切り分け、遺伝子発現











ンキナーゼ受容体の一種である PDGFR (Platelet-Derived Growth Factor Receptor; 
血小板由来増殖因子受容体)の発現が誘導されていることが確認され、線維化の中心
的な役割を担っていることが考えられたため、チロシンキナーゼ受容体阻害剤である
イマチニブメシル酸を投与する実験を行った。投与量は Chen 等の報告に従った 22)。
水道水にイマチニブメシル酸(東京化成工業株式会社, 東京, 日本)を溶き、50 mg/kg





 遺伝子発現解析用に保存していた腎臓より、アイソジェン(ニッポンジーン, 東京, 
日本)を用いて RNA を抽出した。カラムクロマトグラフィーにより精製したのちに、
理研ジェネシス(川崎, 日本)にサンプルを提出し、GeneChipTM Rat Gene 2.0 ST Array 
(アフィメトリックス社, カルフォルニア)を用いてマイクロアレイとその解析を行っ




・IV－5. RNA 発現レベルの解析 
 2.0 µg の RNA を SuperScript® III 逆転写酵素(インヴィトロジェン)を用いて cDNA
に逆転写した。cDNA は、CFX96 TouchTM リアルタイム PCR 解析システム(バイオ
ラド社, ハーキュリーズ, カリフォルニア州)を用いてリアルタイム PCR を行った。
目的の cDNA はタカラバイオ社より購入した特異的なプライマー(表 1)を用いて、
SYBR® Premix Ex Taq 試薬(タカラバイオ社)により増幅した。mRNA の発現量は、
ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 で あ る GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate 






 ホルムアルデヒドで固定した組織についてのパラフィン包埋、2.0 µm の薄切、エラ
スティカマッソン染色は東北大学病院病理部に依頼して行った。免疫組織化学染色を
行うにあたってキシレンで脱パラフィン化した後に、100%エタノールを用いて親水
した。抗原賦活化は 10 mM のクエン酸緩衝液内で電子レンジを用いて 5 分間加熱す
ることにより行った。表 2 にあげた、抗原特異的な抗体を一次抗体として用い、4℃
で一晩反応させた。一次抗体の検出にはヒストファインシンプルステイン MAX PO 
(ニチレイバイオサイエンス, 東京, 日本)か、Alexa Fluor® 488 か Alexa Fluor® 555 で
蛍光標識された二次抗体(1:500, モレキュラープローブ社, ユージーン, オレゴン州)
を用い、37℃で 30 分間反応させた。その後、免疫染色切片については DAB (3,3'-
diaminobenzidine; 四塩酸 3,3'-ジアミノベンジジン) (同仁化学研究所, 熊本, 日本)
を用いて発色して、光学顕微鏡(BZ-9000, キーエンス, 東京, 日本)で撮影した。免疫
蛍光染色切片については Hoechst® 33342 (モレキュラーブローブ社)で対比染色をし、





還流固定後、左右腎静脈中心静脈結紮術後の腎臓を摘出し、組織を 2.0 mm3 角に切り
出した。透過型電子顕微鏡は既報の通りの手順で行った 23)。切り出した組織は 2.5%
グルタルアルデヒド・2.0%パラフォルムアルデヒドを混和した 0.2 mol/L のカコジル
酸緩衝液(pH 7.4)を用いて固定し、後固定は 1.0%オスミウム四酸化物を混和した 0.08 
mol/L のカコジル酸緩衝液に 6.0%スクロースを添加した溶液を用いて行った。エタ
ノールとプロピレンオキシドを用いて脱水した後、エポキシ樹脂(EPON812, DDSA, 
MNA, DMP-30; TAAB ラボラトリーズ, バークシャー, イギリス)に包埋し、ウルト
ラミクロトーム(Leica EM UC6 , ライカマイクロシステムズ社)を用いて 90 nm の厚






髄質外層の直血管の構造を観察するため、LVSEM（low-voltage scanning electron 
microscope; 低真空走査型電子顕微鏡）(卓上顕微鏡 Miniscope® TM3030, 日立ハイ
テクノロジーズ, 東京, 日本)を用い、既報の手順に従った 24)。4.0 µm に薄切した組
織を脱パラフィン化し脱水し、Pt-ブルー溶液(TI-ブルーキット, 日新 EM, 東京, 日




 タンパク質解析用に保存していた組織を、1.0 mM フッ化フェニルメチルスルホニ
ル(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)とタンパク質分解酵素阻害剤(ロシ
ュ社, バーゼル, スイス)を混和した放射免疫沈降法バッファー(セルシグナリングテ
クノロジー社, ダンバース, マサチューセッツ州)の中で氷上 10 秒間ホモジナイズし
た。13,800g, 4℃, 10 分間の遠心分離の後、上清のタンパク質濃度をブラッドフォー
ド法(バイオラド社)を用いて測定した。レムリーサンプルバッファー(バイオラド)・
2.5%メルカプトエタノール混和液の中に 20 µg のタンパク質を混和し、95℃で 5 分
間加熱した。その後、4-20%ミニプロティアン TGX ゲル(バイオラド)を用いて、150 
V の電圧で電気泳動をした。ゲルからトランスブロット Turbo ミニ PVDF 転写メン
ブレン(バイオラド)へ転写し、PVDF ブロッキング試薬(Can get signal®キット, 東洋
紡, 大阪, 日本)を用いて 1 時間ブロッキングをした。ポリソルベート 20 を混和した
トリス緩衝生理食塩(TBST, タカラバイオ社)で洗浄したのち、Can Get Signal 溶液
1 (東洋紡)で希釈した抗原特異的抗体を用いて 4℃で一晩反応させた。使用抗体、希
釈倍率については表 2 に記載した。一次抗体の検出には、西洋ワサビペルオキシダー
ゼで標識された二次抗体(1:5,000, サンタクルーズバイオテクノロジー社, ダラス, 








 結果は、平均±標準誤差で表した。2 群間の比較は t-検定を行った。多群間の比較
には ANOVA (analysis of variance; 分散分析)を用い、事後解析としてテューキー法






がみられたが、120 分間の間にベースラインまでは戻らなかった(図 1B, C)。結紮部



















 V－2－(1). 生化学的分析 
















て AQP2 陽性集合管の拡張がみられ、間在細胞の脱落が確認された。(図 4)。 
 
 V－2－(3).マイクロアレイ分析 
 術後３日目のラットの皮質と髄質のそれぞれから RNA を抽出し、マイクロアレイ
分析を行った。遺伝子オントロジー解析からは、細胞外基質に関わる遺伝子群の増加
と、血管収縮調整に関わる遺伝子群の低下がみられた(表 4-7)。特に、細胞外基質増






ーゼ, カリクレイン、レニン、Umod (Uromodulin; ウロモジュリン) などがみられた
(図 5C, D)。 
 マイクロアレイの結果を TAC 4.0 software を用いてパスウェイ解析を行ったとこ
ろ、焦点接着に関する遺伝子が最も多く増加していた(表 8)。この焦点接着に関する
パスウェイの受容体、リガンド、シグナル伝達因子遺伝子(図 5E, 図 6)の内、受容体










し、これらの遺伝子は皮膜除去により、皮質でのみ改善していた(図 8A, 図 9A)。一
方、我々が検証したほとんどの遺伝子において、髄質では皮膜除去の効果が認められ
なかった(図 9B, 図 10A)。 
 ウェスタンブロッティングで PMT に関連する TAGLN (Transgelin; トランスゲリ
ン)、PDGFRA、PDGFRB の発現の誘導は確認され、いずれも皮膜除去により改善し
ていた(図 8B, 10B)。線維化のマーカーとしての FN1 (Fibronectin1; フィブロネクチ
ン)と、尿細管障害のマーカーとしての KIM1 (Kidney injury molecule1; 腎臓傷害分
子)もうっ血腎で増加が認められたが、これらに対する皮膜除去の効果は皮質に限定
されていた。 





Smooth muscle actin; α-平滑筋アクチン)、FN1、VIM (Vimentin; ビメンチン)の陽
性領域はうっ血腎の間質において拡大していた。また尿細管障害のマーカーである




 V－2－(5). ペリサイトの脱落 







 V－2－(6). チロシンキナーゼ阻害剤による改善 




おいて、うっ血側腎の PMT に関連する Tagln, Pdgfra, Pdgfrb の mRNA の発現が低
下していた(図 12A, 13A)。また、この改善効果は、免疫染色でも皮質において特に顕
著であった(図 12B, 13B)。一方、Kim1 の mRNA 発現レベル、免疫染色所見は対照
群と投与群で差はみられなかった。 
 
 V－2－(7). 術後 3 日目と術後 7 日目の比較 
 術後3日目に見られていたうっ血腎における Fn1, Acta2の発現の亢進については、
術後 7 日目には改善がみられた。Lcn2 (Lipocalin2; リポカリン)については有意な変











































































 パスウェイ解析では図 5E に挙げるように細胞外基質受容体、チロシンキナーゼ受
容体、インテグリンを含む焦点接着に関する遺伝子がうっ血腎で亢進していた。焦点
接着は細胞増殖を引き起こし、腎臓線維化における主要な因子であると考えられてい





 VI－5. 皮膜除去による改善効果 
 皮膜除去による腎臓への影響は二種類の機序が報告されている。一つは間質静水圧










































































 PDGF パスウェイは、PMT の代表的なパスウェイと考えられている 16, 50)。PDGFR
の誘導はマウスの尿管結紮モデルや虚血再灌流モデルでも見られ、これらのモデルに
おける線維化の原因の一つと考えられている 22)。本研究において、我々は直血管周囲
の PDGFR の発現を確認しており、これは PMT が引き起こされていることを示唆し













 VI－9. ペリサイト筋線維芽細胞転換 
 PMT に関わるパスウェイはいくつか報告されているが、代表的なものは TGF-β





ェイが本モデルにおいて PMT に関与した可能性は考えられる。PDGFR の発現誘導
がみられ、本研究では PDGF パスウェイに着目をしたが、PDGF の発現自体はむし



























られるため、糸球体内圧や GFR の改善については効果が期待できないと考えられる。 
 
 VI－11. 研究限界と今後の展望 
 このモデルにおいては早期から側副血行路が発達してしまい、術後 3 日目にみられ
た障害は 1 週間でかなり改善してしまう。静脈結紮における側副血行路の発達という
報告はこれまでにも数多くなされている 60, 61)。中心静脈圧は急性実験の際には結紮直
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を 60 分のベースライン値測定後に時間 0 の点で行った。クランプは 50 分後に解除
した。(H)皮質血流、(I)髄質血流、(J)間質静水圧は別々に測定した。n=4-5。○ 右(対
照)、●左。データは 10 分毎の平均±標準誤差で表した。*p < 0.05 対ベースライン値
(-10 分から 0 分)、†p < 0.05 対右。テューキー検定。(K)ピモニダゾール染色により組
織低酸素の検討を行った。スケールバー 1.0 mm。 










図 2 亜急性期の生化学的・組織化学的検討 
(A) 亜急性期生化学実験の模式図を示した。中心静脈カテーテルを挿入し、中心静脈
圧を測定した。また、両側尿管にそれぞれカテーテルを挿入し、分腎尿を回収した。
(B) 疑似群、結紮群それぞれの下大静脈圧を測定した。†p < 0.05 対疑似群。(C) 尿量
と(D) クレアチニンクリアランスを示した。n=4-6。データは平均＋標準誤差で示した。
*p < 0.05 対右(対照)、†p < 0.05 対疑似群。テューキー検定。(C)と(D)において□右(対
照)、■左。(E) 亜急性期における腎組織標本のエラスティカマッソン染色を示した。
スケールバー 100 µm。(F) DES の蛍光免疫染色所見を示した。スケールバー 25 µm。
(G) Des の mRNA 発現レベルを示した。結果は右(対照)と左で比較した。n=5-7。デ
ータは平均＋標準誤差で示した。*p < 0.05 対右(対照)。t-検定。(H)透過型電子顕微鏡
による観察所見を示した。スケールバー左から 20 µm、2 µm、500 nm。 
DES: (Desmin: デスミン)、右(対照): 非うっ血右腎臓、左: うっ血左腎臓、疑似群: 




図 3 集合管の電子顕微鏡像 







図 4 AQP2 の免疫染色所見 












の発現レベルと右腎の発現レベルの比を示した。n=3。 EST (expression sequence tag: 
発現配列タグ) 。黄背景で示した遺伝子は qPCR で発現パターンを確認したものであ



























図 8 皮膜除去中心静脈結紮モデルの皮質の分子生物学的解析 
 皮質における(A)Tagln、Pdgfra、Pdgfrb、Acta2 (α-Sma)、Fn1、Vim、Opn、Kim1 の
mRNA 発現レベル、(B) TAGLN、PDGFRA、PDGFRB、FN1、KIM1 のウェスタンブロ
ッティングによるタンパク発現レベルを示した。この解析において、左腎皮膜除去中
心静脈結紮モデル(皮膜除去群)と疑似手術中心静脈結紮モデル(疑似群)を比較した。n 
= 5-7。データは平均＋標準誤差で示した。*p < 0.05 対右(対照)、†p < 0.05 対疑似群。
テューキー検定。□右(対照)、■左。(C) TAGLN、PDGFRA、PDGFRB、α-SMA、FN1、 







図 9 皮膜除去中心静脈結紮モデルの qPCR 所見 
 図 8、図 10 であげた以外の皮膜除去中心静脈結紮モデルの qPCR 所見を示した。
(A)皮質、(B)髄質の所見である。n=5-7。左腎皮膜除去中心静脈結紮モデル(皮膜除去
群)と疑似手術中心静脈結紮モデル(疑似群)を比較した。データは平均＋標準誤差で示










図 10 皮膜除去中心静脈結紮モデルの髄質の分子生物学的解析 
髄質における(A) mRNA 発現レベル、(B)ウェスタンブロット解析、(C)免疫染色所
見について、皮質で解析した分子と同様のものを示した。n = 5-7。データは平均＋標
準誤差で示した。*p < 0.05 対右(対照)、†p < 0.05 対疑似群。テューキー検定。□右(対






図 11 ペリサイトの脱落 
 (A) 下降直血管周囲の TAGLN、PDGFRA、PDGFRB 染色所見を示した。スケール







図 12 イマチニブ投与中心静脈結紮モデルの皮質の分子生物学的解析 
 皮質における(A)Tagln、Pdgfra、Pdgfrb、Fn1、Kim1 の mRNA 発現レベル、(B) TAGLN、
PDGFRA、PDGFRB、FN1、KIM1 の免疫染色所見を示した。この解析において、イマ
チニブ投与中心静脈結紮モデル(投与群)と非イマチニブ投与中心静脈結紮モデル(対
照群)を比較した。n = 6。データは平均＋標準誤差で示した。*p < 0.05 対右(対照)、†p 









図 13 イマチニブ投与中心静脈結紮モデルの髄質の分子生物学的解析 
 髄質における(A) mRNA 発現レベル、(B)免疫染色所見について、皮質で解析した分
子と同様のものを示した。n = 6。データは平均＋標準誤差で示した。*p < 0.05 対右(対






図 14 中心静脈結紮モデルにおける mRNA 発現レベルの経時変化 
 中心静脈結紮後 7 日目の(A)皮質、(B)髄質それぞれの mRNA 発現を 3 日目のものと
















述べられている内容である。(B) - (D) はペリサイト脱落とペリサイトー筋線維芽細胞





















群)で比較をした。n=4-6。データは平均＋標準誤差で示した。*p < 0.05 対疑似群 (t-検
定)。†p < 0.05 対右(対照)、‡p＜0.05 対疑似群 (テューキー検定)。 
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